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ABSTRAKT 
Tato bakalářská práce se zabývá stanovením anthokyanových barviv v extraktech výlisků 
plodů bezu černého (Sambucus nigra L.). 
 Teoretická část je rozdělena na čtyři kapitoly. V první je popsána botanická charakteristika 
bezu černého, jeho původ a výskyt, chemické složení a možnosti využití v potravinářství. 
Druhá část je věnována popisu fenolických látek obsažených v bobulovitém ovoci. Největší 
pozornost je přitom věnována anthokyanovým barvivům, jejich výskytu, vlastnostem, 
zdravotním a antioxidačním účinkům a využití v potravinářství. Třetí kapitola je věnována 
metodám stanovení diskutovaných barviv a fenolických látek. Čtvrtá kapitola pojednává 
o možnostech rozrušení rostlinných buněčných stěn. 
 V experimentální části práce byla provedena série extrakcí bezových výlisků. Účelem bylo 
optimalizovat průběh extrakce a získat co nejvyšší výtěžky barviv ekonomicky a provozně 
přijatelným způsobem. Byla studována časová závislost extrakcí a byl optimalizován druh 
rozpouštědla a poměr jeho jednotlivých složek. Jako rozpouštědlo byla použita destilovaná 
voda nebo její směs s ethanolem. Při extrakci vodou byly použity teploty 25 °C a 50 °C, 
přičemž při vyšší teplotě bylo dosaženo lepších výsledků. Kromě toho byly aplikovány také 
další podpůrné prvky jako celulolytický enzym, ultrazvuk nebo třepačka. 
 Nejefektivnějším způsobem extrakce byla zjištěna extrakce směsí voda-ethanol (50:50) 
v množství 80 ml. Tímto způsobem byl po 10 hodinách extrakce získán výtěžek anthokyanů, 
vyjádřený jako ekvivalent kyanidu-3-glukosidu, 914,4 ± 3,8 mg∙100 g-1 suché váhy a výtěžek 
fenolických látek, vyjádřený jako ekvivalent kyseliny gallové, 1957,0 ± 9,9 mg∙100 g-1 suché 
váhy. 
 Použitím ultrazvuku byla efektivita extrakce vodou o teplotě 50 °C zvýšena o 12 %. 
Naopak použití celulolytického enzymu nijak nezvýšilo výtěžnost barviv, jelikož enzym byl 
neaktivní. 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Bez černý (Sambucus nigra L.), fenolické látky, anthokyanová barviva, extrakce. 
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ABSTRACT 
This bachelor thesis deals with the determining of anthocyanin pigments in the extracts of 
elderberry marc (Sambucus nigra L.). 
 The theoretical part is divided into four main chapters. In the first chapter there is botanical 
characteristics of elderberry, its origin and occurrence, chemical composition and the 
possibilities of usage in a food industry. The second part is devoted to characterization of 
phenolic compounds in berry fruits. Bigger attention is given to anthocyanin dyes, its 
occurrence, properties, health and antioxidant effects and the possibilities of usage in food 
industry. The third chapter is devoted to methods of determination of discussed dyes and 
phenolic compounds. The fourth chapter deals with the possibilities of disruption of plant cell 
walls. 
 In the experimental part a series of elderberry marc's extraction was made. The purpose 
was to optimize the extraction course and to get the highest yield of dyes in an economically 
and operationally acceptable way. Time dependence of extractions was studied and a kind of 
extraction solvent and a ratio of its components were optimized. Distilled water or its mixture 
with ethanol was used as a solvent. During the water extraction the temperatures 25 °C and 
50 °C were maintained and with the higher temperature the higher yields were obtained. 
Apart from this another supporting components as cellulolytic enzyme, ultrasound or shaker 
were used. 
 The most effective method of extraction proved to be the extraction by the mixture water-
ethanol (50:50) in the volume 80 mL. The total anthocyanins yield of this extraction was, 
expressed as cyanidin-3-glucoside equivalent, 914,4 ± 3,8 mg∙100 g-1 dry weight after 
10 hours and the total phenolics yield was, expressed as gallic acid equivalent, 
1957,0 ± 9,9 mg∙100 g-1 dry weight at the same time. The usage of ultrasound increased the 
efficiency of the extraction by water at 50 °C by 12 %. On the contrary, the usage of 
cellulolytic enzyme didn't increase the anthocyanin yield, because the enzyme was inactive. 
KEYWORDS 
Elderberry (Sambucus nigra L.), total phenolics, total anthocyanins, extractions. 
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ÚVOD 
Bez černý (Sambucus nigra L.) je rozložitý, bíle kvetoucí keř, jehož plody jsou černo-fialové 
peckovičky, které se řadí mezi bobulovité ovoce. Léčivé účinky těchto plodů a také květů 
bezu černého jsou známé již odpradávna. Současné výzkumy potvrzují antioxidační účinky 
bezových plodů, které souvisejí s jejich chemickým složením.  
 Mezi antioxidanty obsažené v tomto ovoci patří také anthokyanová barviva. Jejich 
popularita se dnes zvyšuje nejen díky pozitivním zdravotním účinkům, ale také díky jejich 
barvícímu efektu. Stávají se tak v potravinářském průmyslu vyhledávanou náhradou 
syntetických barviv.  
 Bezová šťáva je tak dnes ve světe běžně používanou potravinářskou surovinou. Často je 
používána jen v malém množství, jako barvící složka potravin. Po vylisování šťávy 
z bezových plodů jsou získávány jako vedlejší produkt výlisky. Tyto výlisky však mají 
potenciál, jelikož stále obsahují poměrně veliké množství anthokyanových barviv. Proto je 
v zájmu jejich producentů proměnit tento odpadní materiál ve využitý zdroj přírodního 
barviva. 
 Náplní této bakalářské práce bylo optimalizovat extrakci anthokyanových barviv 
z bezových výlisků. Cílem bylo zjistit po jakém čase, s použitím jakého rozpouštědla 
a případných dalších podpůrných efektů lze dosáhnout nejlepších výtěžků. Pro experiment 
byly použity výlisky pouze jedné odrůdy, jež byly podrobeny různým způsobům extrakce.  
 Ke stanovení obsahu barviv byla použita pH-diferenciální metoda. Ve vzorcích extraktu 
získaných nejúspěšnější macerací byl dále pomocí metody podle Folin-Ciocalteua stanoven 
obsah celkových fenolických látek. Získané údaje byly porovnány s obsahem těchto látek 
v bezové šťávě získané při lisování a také s údaji z literatury. 
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1 TEORETICKÁ ČÁST 
1.1 Bez černý [1] 
Taxonomické zařazení bezu: 
Říše:  rostliny (Plantae)  
Podříše:  cévnaté rostliny (Tracheobiota)  
Nadoddělení:  semenné rostliny (Spermatophyta)  
Oddělení:  rostliny krytosemenné (Magnoliophyta)  
Třída:  nižší dvouděložné rostliny (Magnoliopsida)  
Podtřída:  Asteridae  
Řád:  štětkotvaré (Dipsacales)  
Čeleď:  zimolezovité (Caprifoliaceae)  
Rod:  bez (Sambucus L.)  
Druh:  bez černý (Sambucus nigra L.) 
1.1.1 Botanický popis 
Bez černý je rozložitý keř nebo strom vyrůstající do výšky až 6 metrů. Větve mají 
šedohnědou až šedou rozpraskanou kůru a uvnitř bílou dřeň. Z větviček bezu vyrůstají složené 
lichozpeřené listy, jež jsou dvoujařmé nebo tříjařmé. Jařma tvoří dvojice podlouhle vejčitých 
lístků, jež jsou na okraji nestejně pilovité a 5–10 cm dlouhé. Drobné smetanově bílé květy se 
žlutými prašníky tvoří bohaté ploché vrcholíky. Plody bezu jsou kulaté trojsemenné 
peckovičky, mající asi 6 mm v průměru (Obr. 1). Zralé jsou černo-fialové až černé 
s purpurově červenou šťavnatou dužinou. Období květu bezu nastává od konce května do 
počátku června, tedy v době, kdy nehrozí škody způsobené mrazem. [2, 3] 
 
 
Obrázek 1: Větvička s plody bezu černého. [4] 
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1.1.2 Výskyt 
Černý bez má svůj původ v Evropě. Jeho severní vegetační hranice probíhá jižní částí 
Švédska a územím Litvy, přibližně v oblasti 55. rovnoběžky severní zeměpisné šířky. 
Osamocené populace bezu černého se v západním Norsku vyskytují dokonce v oblasti 
63. rovnoběžky severní zeměpisné šířky. Směrem na východ se bez černý původně 
vyskytoval až na území Turecka a jeho původní vegetační hranice probíhá 55. poledníkem. 
Postupem času se však bez černý rozšířil po celém světě a jeho dnešní území výskytu je 
rozsáhlé a rozprostírá se mimo Evropu také v Austrálii, Jižní Americe, v západní a střední 
Asii, a dokonce i v Severní Africe má černý bez svůj domov. [5] 
 Bez černý přirozeně roste na okrajích lesů, na mezích, stráních, rumištích, v zahradách, 
v křovinách a v parcích. Je také velmi hojný u zdí, plotů a stavení, dokonce i na skládkách 
a kompostech. Je nenáročný na půdní prostředí, mimo zastíněných stanovišť se mu daří téměř 
všude. Snáší znečištěné ovzduší a běžně roste i na chudých a devastovaných půdách a dobře 
snáší vyšší obsah dusíku v půdě, který mu dokonce prospívá. Pokud však hledáme ideální 
podmínky pro jeho růst, dává přednost kyprým a vlhkým humózním půdám. [3, 6] 
1.1.3 Historie 
Zmínky o této rostlině nacházíme již v zachovaných starověkých spisech řeckých, římských 
a středoasijských lékařů. Již řecký lékař Hippokrates se 400 let př.n.l. velmi podrobně zabýval 
černým bezem, dále to byli Pedanius Dioskurides, Avicenna nebo Tomáš Akvinský, kteří 
popisovali účinky bezu ve svých dílech. V 15. století n.l. to byl původem německý lékař 
Paracelsus, kdo se zvláště zajímal o jedovaté látky obsažené v této rostlině. [3, 7] V lidovém 
léčitelství byl bez černý používán po staletí a v 90. letech 20. století se již začal používat pro 
komerční účely – výrobu šťáv a také kosmetiky. [8] 
1.1.4 Zástupci bezu 
V našich krajích rostou v přírodě tři druhy bezu: Bez černý (Sambucus nigra L.), bez červený 
(Sambucus racemosa L.) a bez chebdí (Sambucus ebulus L.). Je známo mnoho kulturních 
odrůd bezu černého, např. Albida, Allesö, Aurea, Bohatka, Dana, Haschberg, Heidegg 13, 
Körsör, Mammut, Pregarten, Riese aus Voβloch, Sambo, Sambu, Samdal, Sampo, Samyl 
a Weihenstephan. 
1.1.5 Chemické složení a obsah účinných látek v bezu černém 
Bez černý je zdrojem proteinů, které jsou obsaženy v plodech (2,7–2,9 %), květech (2,4 %) 
i listech (3,3 %). Tuky jsou obsažené především v semenech plodů (22,4 %) a obsahují 
převážně nenasycené mastné kyseliny, jmenovitě linolenovou, linolovou a olejovou. Plody 
obsahují 18,4 % sacharidů, z čehož 7,4 % tvoří nerozpustná vláknina. Cukry představují 6,8–
11,5 % plodů, z čehož 95 % tvoří redukující cukry glukosa a fruktosa, které jsou obsaženy 
zhruba ve stejném množství. [9] 
 Mimo tyto základní stavební složky, obsahují květy a plody různé množství jiných, často 
biologicky aktivních látek.  
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 Květy obsahují silici (0,03–0,14 %), flavonoidy (1,8 %; rutin, isokvarcetin, hyperosid), 
fenolkarboxylové kyseliny (chlorogenovou, p-kumarovou, kávovou, ferulovou), triterpeny 
(alfa- a beta-amyrin, ursolovou a oleanovou kyselinu), třísloviny a sliz. [9] 
 Plody obsahují silici (0,01 %), flavonoidy, anthokyany (0,2–1 %), třísloviny (3 %), 
kyanogenní glykosidy (sambunigrin), organické kyseliny, cukry (7,5 %), vitamíny skupiny B, 
skupiny A, tokoferoly a vitamín C (0,006–0,03 %). [9] Dále obsahují minerální látky (0,99 %) 
tohoto složení: K, Ca, Fe, Mg, P, Na, Zn, Cu, Mn, Se, Cr, Ni a Cd. [10] 
1.1.6 Kulturní pěstování bezu černého 
Kulturní pěstování bezu černého má své kořeny v období na konci 20. století. Největšími 
evropskými producenty jsou dnes Dánsko, Nizozemí, Rakousko, Německo a Švédsko. 
Bezové plantáže lze ale nalézt také ve Švýcarsku, Itálii, Polsku, Velké Británii a dalších 
zemích Evropy. Z počátku byly běžným zdrojem pro komerční výrobu šťáv planě rostoucí 
keře. Ve Velké Británii bylo získávání bobulí pro potravinářskou výrobu z volně rostoucích 
keřů běžné ještě v 90. letech 20. století. Zvyšující se zájem o potravinářské využití této 
rostliny však vedl k zamyšlení, jaké budou dopady na tyto planě rostoucí populace, které 
dotvářejí ráz krajiny. Zároveň bylo potřeba zvýšit produkci bezu a tak začaly vznikat bezové 
plantáže (Obr. 2). [8] Ačkoli původně je bez černý spíše rostlinou severní Evropy, jeho 
produkce a konzumace je dnes populární i v zemích jižní Evropy. Například v severním 
Portugalsku se rostlinám bezu velmi daří a proto tam jeho produkce silně vzrůstá. [5] 
 
 
Obrázek 2: Plantáž bezu černého ve Švýcarsku. [11] 
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1.1.7 Využití bezu černého v potravinářství 
Vyšlechtěné odrůdy bezu černého se pro komerční účely pěstují v mnoha evropských zemích. 
Po sklizni jsou plody nejčastěji použity k výrobě koncentrátů, džusů a vín. Bezová šťáva 
obsahuje cukry a organické kyseliny. Vysoký obsah těchto kyselin je důležitý z hlediska 
výrobního postupu. Kyseliny, na rozdíl od cukrů, nemohou být přidávány až do finálního 
produktu. Mezi sekundárními metabolity, které lze v bezu najít, dominují svým obsahem 
anthokyanová barviva. [12] Dalšími výrobky z bezu černého jsou džemy, čaj, povidla, sirup 
a kompot. [13] Bezová šťáva se také využívá k získávání barviv, která jsou následně použita 
pro barvení džusů z jiného ovoce a barvení dalších výrobků, například cukrovinek. [5] 
1.2 Fenolické látky 
Fenolické látky jsou sekundární metabolity rostlin, které jsou syntetizovány 
fenylpropanoidovou metabolickou drahou z aminokyselin fenylalaninu nebo tyrosinu. Jsou to 
látky téměř všudypřítomné v potravinách rostlinného původu a zahrnují široké spektrum 
molekul. [14] Obecně obsahují jedno nebo více aromatických jader, na nichž je navázána 
alespoň jedna hydroxylová skupina. Dále může být vázáno různé množství glykosylových 
a methylových skupin. Fenolické látky obsažené v bobulovitém ovoci v základu rozdělujeme 
na fenolické kyseliny, flavonoidy, tanniny a stilbeny. [15] 
1.2.1 Fenolické kyseliny 
Fenolické kyseliny jsou jednou z rozsáhle studovaných skupin chemických látek. Jako takové 
mohou být rozděleny mezi deriváty kyseliny skořicové a deriváty kyseliny benzoové. Látky 
odvozené od kyseliny skořicové bývají obvykle esterifikovány, zatímco látky odvozené od 
kyseliny benzoové bývají většinou glykosylovány. Volné fenolické kyseliny se jen výjimečně 
vyskytují v ovoci v množství vyšším než 5 %.  
 V bobulovitých plodech se ze skupiny hydroxyderivátů kyseliny skořicové vyskytují 
nejčastěji kyselina ferulová, kávová, p-kumarová a chlorogenová. Nejčastějšími deriváty 
kyseliny benzoové v těchto plodech jsou potom kyselina gallová, salicylová, p-
hydroxybenzoová a ellagová. [15] Tyto kyseliny vykazují antioxidační aktivitu, která souvisí 
s počtem hydroxylových skupin vázaných v jejich struktuře. Například z derivátů kyseliny 
skořicové vykazuje nejvyšší hodnotu antioxidační aktivity kyselina kávová. [16] 
1.2.2 Flavonoidy 
Flavonoidní látky neboli flavonoidy jsou velice rozsáhlou skupinou rostlinných fenolů. 
Základní strukturu flavonoidů tvoří flavan (Obr. 3), který obsahuje dva aromatické kruhy, 
propojené kyslíkatým heterocyklem se třemi uhlíkatými atomy. [17] Podle stupně oxidace 
centrálního C3 řetězce je rozeznáváno sedm základních struktur flavonoidů: anthokyanidiny, 
leukoanthokyanidiny, flavanony, katechiny, flavanonoly, flavony a flavonoly. [18] 
 
 Obrázek 
1.2.2.1 Anthokyanidiny 
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1.2.5 Využití fenolických látek 
V potravinářském průmyslu je dnes žádoucí zajistit co nejdelší trvanlivost výrobků, aby se 
jich následně co nejméně muselo likvidovat. Z tohoto důvodu je potřeba používat antioxidační 
a antimikrobiální přípravky, které zajistí mikrobiální bezpečnost potravin, přičemž zůstanou 
dostatečně zachovány jejich senzorické vlastnosti. Tradičně jsou využívána syntetická aditiva, 
která jsou levná a vysoce efektivní. Nicméně povědomí zákazníků, týkající se rizik 
dlouhodobého příjmu těchto aditiv, se zvyšuje. Tato skutečnost vede potravinářský průmysl 
k hledání přírodních produktů, které vykazují antioxidační a antimikrobiální účinky a mohou 
být použity jako náhrada syntetických aditiv v potravinách. [22] 
 Rostlinné extrakty se tak jeví jako potenciální náhrady za syntetická aditiva, protože mají 
podobný efekt a zákazníci je oceňují pro jejich přírodní původ. Konzervační vlastnosti těchto 
extraktů jsou přisuzovány vysokému obsahu biologicky aktivních látek, zahrnujících 
fenolické látky, dobře známé pro své antioxidační a antimikrobiální účinky. [22] 
1.3 Anthokyanová barviva 
Anthokyanová barviva neboli anthokyany jsou O-glykosidy anthokyanidinů, patřící do 
skupiny flavonoidů. Obsahují navázánu jednu, dvě nebo tři cukerné jednotky. V přírodě 
doposud nebyl nalezen anthokyanin se čtyřmi a více navázanými cukry. [17, 23] 
 Jsou to ve vodě rozpustné červené, purpurové, nachové a modré pigmenty, které udávají 
barvu květů a plodů mnoha rostlin. [17] Nacházejí se ve vakuolách rostlinných buněk ve 
formě různě velikých granulí, zatímco v buněčných stěnách a ostatních buněčných organelách 
rostlin nejsou obsažené prakticky vůbec. [21]  
 Anthokyany jsou vůbec nejrozšířenější a početně velice rozsáhlou skupinou rostlinných 
barviv. Hrají roli při vábení opylovačů a roznašečů semen a účastní se na obranných 
mechanismech rostliny proti biotickým a abiotickým stresovým faktorům. [24] 
1.3.1 Výskyt anthokyanových barviv 
V přírodě se vyskytuje mnoho druhů anthokyanových barviv, jež pokrývají širokou paletu 
barev. Nacházejí se v mnoha rostlinných materiálech, kde jsou ukotveny v buněčných 
vakuolách a tvoří interakce ion-ion s organickými kyselinami. [18]  
 Jejich obsah v jednotlivých materiálech se liší nejen v množství, ale také v počtu druhů 
obsažených barviv. Zatímco některé plody, jako červený rybíz nebo černý bez, obsahují pouze 
deriváty jednoho druhu anthokyanu (kyanidinu), jiné plody, jako brusinka, borůvka a černý 
rybíz obsahují široké spektrum těchto pigmentů. Jelikož profil obsažených barviv je pro různé 
plody charakteristický, je využíván nejen v taxonomii, ale také při odhalování pančování 
ovocných šťáv a vína. [20] 
 Pro člověka nejvýznamnějšími zdroji těchto barviv jsou plody čeledi révovitých (plody 
révy vinné) a růžovitých (třešně, švestky, maliny, jahody, ostružiny, jablka, hrušky). Další, 
z potravinářského hlediska významné plodiny obsahující tato barviva jsou například odrůdy 
brambor s červenou slupkou, černý a červený rybíz, borůvka, brusinka, červené zelí, 
ředkvičky a černý bez. [18] 
 1.3.2 Anthokyanová barviva obsažená v bezu 
Bez černý je velmi dobrým zdrojem anthokyanových barviv. Ve srovnání s jinými plody, jako 
jsou fíky, brusinky, maliny, ostružiny,
množství anthokyanů. [12, 21, 
 V jeho plodech je obsaženo pě
glykosidy kyanidin-3-sambubiosid
sambubiosid-5-glukosid (C3S5G)
(C3R). (Obr. 4) [18]  
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Obrázek 4: Struktura hlavních anthokyan
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1.3.3 Vlastnosti anthokyanových barviv 
Anthokyany jsou ve vodě rozpustné pigmenty, obsažené v rostlinných materiálech. Jejich 
stabilitu ovlivňuje mnoho fyzikálních a chemických faktorů, které omezují použití těchto 
barviv. Mezi tyto faktory patří především vysoká teplota, přítomnost kyslíku, pH prostředí 
a přítomnost kyseliny askorbové. [27] 
 Degradace anthokyanových barviv probíhá při zahřívání na vysoké teploty a také během 
nechlazeného skladování. Průběh může zrychlit také přítomnost kyseliny askorbové, která 
působí jako aktivátor molekulárního kyslíku. To vede ke vzniku volných radikálů, které 
následně narušují strukturu barviv. [27]  
 Dále anthokyany podléhají vratným přeměnám, které závisí na změnách pH prostředí 
a které mají zásadní vliv na změny zbarvení. Rozpětí pH hodnot, při kterých je většina těchto 
barviv účinná je omezeno na kyselé potraviny. Důvodem jsou barevné změny a nestabilita, 
která nastává při pH vyšším než 4. Zatímco oxoniová forma, která převažuje při pH 1.0 je 
barevná, hemiketalová forma při pH 4.5 je bezbarvá (Obr. 5). Anthokyanin kyanidin-3-
glukosid, obsažený v bezu černém, se vyskytuje při pH 3.01 z 50 % v barevné formě a z 50 % 
v bezbarvé formě. [28]  
 
 
Obrázek 5: Změny zbarvení anthokyanů v závislosti na pH prostředí. [23] 
Podstatným faktorem stability je také aktivita vody v materiálu. Výzkumy ukazují, že 
anthokyany jsou stabilnější při nižší aktivitě vody. Proto lze říci, že je vhodné tato barviva 
využívat do potravinářských výrobků, které jsou sušené, či obsahují vyšší množství tuku nebo 
cukru. [29, 30] 
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 Jednou z významných vlastností anthokyanů je jejich schopnost vytvářet komplexy s kovy. 
Týká se to však jen anthokyanů, které mají na kruhu B navázány dvě hydroxylové skupiny. 
Reakcí anthokyanových pigmentů s některými kovy dochází ke stabilizaci zbarvení. Některé 
studie tvrdí, že modré zbarvení rostlin nastává právě díky interakci mezi anthokyany a kovy 
jako je Al3+, Fe3+, Cu2+ nebo Mg2+.  Tato interakce přináší zcela funkční alternativu 
stabilizace barviv, která by mohla být využita v potravinářství. Je však nutné použití 
zdravotně nezávadných kovů, ideálně takových, které jsou součástí naší přirozené stravy. [31] 
 Vzhledem k tomu, kolik chemických reakcí a dějů se odehrává v přirozených systémech, 
které tato barviva obsahují, můžeme jen těžko přesně definovat míru vlivu jednotlivých 
faktorů na jejich stabilitu. [29] 
1.3.4 Zdravotní účinky anthokyanových barviv 
Anthokyanová barviva jsou považována za látky léčivé a prospěšné lidskému zdraví a jejich 
konzumace za prevenci proti mnoha nemocem. Jsou jim přisuzovány zdraví prospěšné účinky 
jako je snížení rizik kardiovaskulárních onemocnění, antimikrobiální, protizánětlivé 
a protirakovinné účinky, prevence obesity a diabetu nebo zlepšování zraku. Biologické účinky 
barviv jsou obvykle spojovány s jejich antioxidační kapacitou, nicméně skutečný 
mechanismus těchto fyziologických účinků nebyl dosud plně objasněn. [24]  
 V posledních letech tak přibývá studií, zabývajících se antioxidační kapacitou anthokyanů 
a souvislosti těchto vlastností s jejich chemickou strukturou. Ze studií mimo jiné vyplývá, že 
kyanidin-3-glykosid, obsažený v bezu černém, může hrát důležitou roli při prevenci proti 
oxidaci lipidů buněčných membrán kyslíkovými radikály. [32] 
1.3.5 Antioxidační účinky anthokyanových barviv 
V mnoha výzkumech bylo potvrzeno, že anthokyanidiny i anthokyany vykazují léčebné, 
například protirakovinné, účinky. Všechny tyto účinky jsou více či méně spojeny 
s antioxidačními vlastnostmi těchto látek. Při procesu glykosilace anthokyanidinů, jejímž 
výsledkem je struktura anthokyanů, dochází současně ke změně některých vlastností. 
Glykosilace anthokyanidinů zvyšuje jejich stabilitu a rozpustnost, ale může mít za následek 
nepatrný pokles jejich antioxidační kapacity. Anthokyany tak vykazují stejnou, nebo o něco 
nižší antioxidační aktivitu, než příslušné anthokyanidiny. [15, 33] 
 Počet a pozice vázaných cukrů, má významný vliv nejen na antioxidační kapacitu, ale také 
na ostatní biologickou aktivitu anthokyanidinů. Vliv na tyto vlastnosti má také druh navázané 
cukerné jednotky. Různé cukerné jednotky vázané na tentýž aglykon totiž vykazují rozdílnou 
antioxidační aktivitu, což je dáno odlišnou orientací hydroxylové skupiny na pyranovém 
kruhu. [15, 33]  
1.3.6 Využití anthokyanových barviv v potravinářství 
Anthokyany jsou využívány v potravinářském průmyslu jako přírodní alternativa 
k syntetickým potravinářským barvivům. Nejčastěji se využívají k barvení ovocných džusů, 
šťáv ale i cukrovinek a jogurtů. Získávají se ze zemědělských plodin, pěstovaných přímo pro 
tyto účely a také z odpadů po zpracování jiných plodin. Nejčastějšími zdroji pro získávání 
anthokyanových barviv jsou hrozny révy vinné. Mimo hroznů jsou to dále červené zelí, černý 
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rybíz, ředkvičky, bez černý, aronie a ostružiny. Jako aditiva mají nejen funkci barviv, ale 
zlepšují také výživovou hodnotu potravin a nápojů. [24, 28] 
 Pokud jsou barviva přítomna v neupraveném rostlinném materiálu, zůstávají relativně 
stabilní. Nicméně, rozrušení rostlinných pletiv během potravinářského zpracování ovlivňuje 
stabilitu a možnost extrakce barviv. Ukázalo se, že extrakce anthokyanů z bobulovitých plodů 
může být limitována jejich interakcí s makromolekulami rozrušených buněčných stěn, jako 
jsou polysacharidy, tanniny a proteiny. Faktory, které řídí tyto interakce, však nejsou stále 
dostatečně popsány. [24] 
 Ovšem nejen při zpracování ale také při skladování potravin může dojít ke změnám 
zbarvení. Jako součást potravin se totiž mohou anthokyany účastnit chemických 
a enzymatických reakcí, které vedou ke vzniku bezbarvých produktů nebo k transformaci na 
nové struktury. Jedním z důležitých témat potravinářského průmyslu je proto dnes 
vylepšování metod zpracování a skladování potravin, obsahujících tato barviva. Cílem jsou co 
nejmenší ztráty barviv a také kontrola probíhajících reakcí tak, aby vznikaly žádoucí a stabilní 
struktury. [24] 
 Legislativa, týkající se použití anthokyanových barviv v potravinářské výrobě se liší země 
od země. V Evropské Unii se všechna anthokyanová barviva vyskytují ve výrobcích pod 
označením aditiva E163. V některých zemích, nejen Evropské Unie, platí omezení ohledně 
užívání těchto barviv v určitých druzích výrobků, například v mléce. V jiných zemích, jako je 
Chile, Kolumbie, Írán, Izrael nebo Jižní Korea je používání těchto barviv všeobecně 
povoleno. Naproti tomu největší omezení v jejich použití platí v USA. [28] 
 Jelikož zájem o anthokyanová barviva v posledních letech rapidně vzrostl, rozšiřuje se 
jejich průmyslové získávání. To však není pokaždé úspěšné. Mimo kvalitních výrobků se 
vyskytují i ty méně podařené. Mnoho komerčních anthokyaninových barviv má tak malou 
barvící účinnost a obsahuje nežádoucí chuťové složky. [28] 
1.4 Metody stanovení celkových anthokyanů a fenolických látek 
1.4.1 Spektrofotometrické metody 
Pro měření fenolických látek i celkových anthokyanů je možné použít spektrofotometrické 
metody. Pro běžné laboratorní účely a pro provozy, ve kterých není dostupné HPLC jsou tyto 
metody dostačující. pH-diferenciální metoda se ukázala být rychlou, jednoduchou a přesnou 
metodou pro měření celkových anthokyanů. Je proto široce používána mezi výzkumnými 
pracovníky i v laboratořích potravinářského průmyslu. [34] 
1.4.1.1 Princip UV-VIS spektrofotometrie 
Principem UV-VIS spektrofotometrie je měření míry průchodu záření analyzovanou látkou. 
Pokud měříme intenzitu záření, můžeme zaznamenat její pokles po průchodu vzorkem, jelikož 
dojde k pohlcení části světelného spektra. Čím více molekul, schopných absorpce záření dané 
vlnové délky je ve vzorku přítomno, tím větší je míra absorpce záření. Hodnotu poklesu 
intenzity vyjádříme zlomkem prošlého světla ku světlu vstupujícímu. Tento podíl se nazývá 
transmitance. Záporný logaritmus této hodnoty potom nazýváme absorbance a značíme jej 
A (Rov. 1). [35] 
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1.4.2 Stanovení celkových anthokyanových barviv pH-diferenciální metodou 
Základy pH-diferenciální metody položili v roce 1948 Sondheimer a Kertesz. Představili 
koncept, podle kterého je množství anthokyanů v materiálu určováno měřením změn 
absorbance při dvou různých hodnotách pH (3,4 a 2,0). Pozdější výzkumy vedly k upřesnění 
a ke změně těchto hodnot pH na 1,0 a 4,5. [37] 
 Jelikož vlivem pH dochází u anthokyanových pigmentů k vratným strukturálním 
přeměnám, je možné tuto jejich vlastnost využít k vlastnímu měření. Zatímco při pH 1,0 
převládá barevná oxoniová forma, při pH 4,5 převládá bezbarvá hemiketalová forma. [37] 
 Měření rozdílu absorbancí probíhá při vlnové délce 510–520 nm, při které u anthokyanů 
dochází k maximální absorpci záření. Tento rozdíl absorbancí je úměrný koncentraci 
monomerního pigmentu. Následně je provedeno ještě jedno měření, při vlnové délce 700 nm. 
Důvodem je korekce chyby v měření, způsobené vlivem zákalu. Hodnoty naměřené při této 
vlnové délce jsou od těch prvních odečítány. Obsah pigmentu je následně spočítán použitím 
naměřené absorbance při λmax, molekulové hmotnosti pigmentu a molárního absorpčního 
koeficientu majoritního anthokyanu v proměřovaném materiálu. Jelikož anthokyanové 
polymery nepodléhají změnám zbarvení vlivem pH, nemohou být měřeny touto metodou. 
Zjištěnou hodnotu koncentrace proto uvádíme jako hodnotu koncentrace monomerního 
pigmentu. [37] 
 Stanovení anthokyanů touto metodou je rychlé a přesné, avšak pokud má být prováděna 
intenzivně a pro větší množství vzorků, je výhodné používat destičkový spektrofotometr, jež 
může proces velmi urychlit. [38] 
1.4.3 Stanovení celkových fenolických látek metodou podle Folin-Ciocalteua 
Spektrofotometrická metoda stanovení celkových fenolických látek pomocí Folin-
Ciocalteuova činidla byla poprvé představena v roce 1912 Folinem a Denisem. Později byla 
upravena Folinem a Ciocalteuem. Metoda je založena na reakci molybdenanu sodného 
a wolframanu sodného s fenolickými látkami v alkalickém prostředí. Jako výsledek vzniká 
modře zbarvený komplex, jehož intenzitu lze měřit spektrofotometricky při vlnové délce 
750 nm. [39] Folin-Ciocalteuovo činidlo je možné připravit smícháním daných množství 
wolframanu sodného, molybdenanu sodného, koncentrované kyseliny chlorovodíkové, 
destilované vody, kyseliny fosforečné a síranu sodného. Principem změny zbarvení je 
oxidačně-redukční rekce mezi fenolickou skupinou, která je oxidována a Folin-
Ciocalteuovým činidlem, kde je kov redukován. [40] 
 Ve vědeckých článcích věnujících se stanovení polyfenolů touto metodou se značně liší 
množství a poměr použitých činidel a vzorku, stejně jako doba, po kterou je nutné nechat 
látky reagovat. 
 Folin-Ciocalteuova metoda je široce používaná pro stanovování aktivity antioxidantů. Je 
však třeba zmínit, že ve skutečnosti je touto metodou proměřována schopnost materiálu 
redukovat Folin-Ciocalteuovo činidlo, což samozřejmě s antioxidačními vlastnosti souvisí. 
V tomto ohledu přesnější je však méně používaná metoda přímého měření absorbance vzorku 
při 280 nm. Ta je založena na charakteristické absorpci benzenového jádra, které fenolické 
látky obsahují a je tedy méně ovlivněná oxidačními vlastnostmi analyzovaného materiálu. 
[41] 
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1.5 Metody dezintegrace rostlinných buněčných stěn 
Anthokyanová barviva jsou ukotvena ve vakuolách rostlinných buněk. Pro uvolnění těchto 
biologicky aktivních látek z vakuol je potřeba provést rozrušení buněčné struktury. Obecně 
lze metody rozrušení rozdělit na takové, kdy provedeme mechanickou, chemickou, fyzikální 
nebo biotechnologickou dezintegraci buněk. [21] 
 Pro úspěšný zisk extrahovaných látek je tak potřeba propojit správný způsob dezintegrace 
a extrakce. Především v průmyslovém měřítku je dnes běžně používaným postupem klasická 
extrakce rozpouštědlem za normální teploty, kdy je substrát nejprve mechanicky rozrušen. 
Nicméně předmětem mnoha výzkumů jsou extrakční techniky s použitím účinnějších způsobů 
dezintegrace, jako je aplikace enzymů, asistence ultrazvuku (UAE), působení pulzního 
elektrického pole (PEF) či použití mikrovlnného záření. [42] 
1.5.1 Mechanické metody 
Mezi mechanické metody patří rozrušení tuhých složek substrátu mletím a drcením, často za 
přítomnosti abrazivních látek. Dojde tak ke zvětšení celkového povrchu částic a tedy ke 
zpřístupnění obsahu rostlinného materiálu. [43] 
1.5.2 Chemické metody 
Dezintegraci buněčných stěn lze provést působením chemických činidel, jež můžeme rozdělit 
do těchto kategorií: dezintegrace v alkalickém prostředí, dezintegrace organickými 
rozpouštědly, dezintegrace tenzidy, extrakce solnými roztoky, dezintegrace ostatními 
chemickými činidly a kombinované způsoby. [44] 
1.5.3 Fyzikální metody 
Dezintegraci buněčných stěn lze podpořit také fyzikálními metodami jako je opakované 
zmrazování a rozmrazování, termický rozklad, použití ultrazvuku (UAE), mikrovlnného 
záření či pulzního elektrického pole (PEF). Výhodou těchto metod je, že mohou nahradit 
chemická činidla, jejichž odstraňování ze zpracovávaného materiálu je žádoucí a někdy 
obtížné. [45] 
1.5.3.1 Termický rozklad 
Zahřívání na vysoké teploty vede ke změnám ve struktuře rostlinného pletiva které ovlivňují 
jeho texturu. Výsledkem těchto změn je změkčení, způsobené ztrátou vnitřního tlaku, 
degradací polysacharidů tvořících buněčnou stěnu a gelovatěním škrobu. [46] 
1.5.3.2 UAE (Ultrasound-Assisted Extraction) 
Použití ultrazvuku je dnes v potravinářském průmyslu využívanou metodou. V porovnání 
s běžným způsobem extrakce se extrakce s použitím ultrazvuku ukázala být rychlejší, 
efektivnější a také úspornější na množství použitého rozpouštědla. [42] 
 Princip fungování ultrazvuku vychází z kavitačního efektu v rozpouštědle, jež vede 
k rychlejšímu pohybu molekul a snazšímu proniknutí rozpouštědla do materiálu. To má za 
následek rychlejší uvolnění extrahovaných látek z materiálu. [42] 
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1.5.3.3 PEF (Pulsed Electric Field) 
Pokud jsou rostlinné buňky vystaveny působení silného elektrického pole, dojde ke vzniku 
pórů v buněčné stěně. Tím dojde ke zvýšení propustnosti membrány a tedy snazšímu získání 
buněčného obsahu. [47] Výhodou této metody je, že se provádí bez použití zvýšené teploty 
a nedochází tak k nežádoucím změnám senzorických a fyzikálních parametrů materiálu. [48] 
 Metoda je zatím používána spíše v laboratorním měřítku, jelikož její aplikace 
v průmyslovém měřítku je limitována. Dosud nebyly provedeny studie, jež by systematicky 
sledovaly aplikaci této metody v průmyslovém měřítku a spojení energetické náročnosti 
s výtěžností v porovnání s jinými metodami. [47] 
1.5.4 Biotechnologické metody 
Při průmyslovém zpracování bobulovitých plodů lze k vyšší výtěžnosti šťáv použít 
pektolytické a celulolytické enzymy. Tyto enzymy narušují buněčnou stěnu a tím zpřístupňují 
obsah buněk a extrakci fenolických látek ze slupek bobulí. Na trhu jsou dostupné různé typy 
enzymových komplexů pro zpracování bobulovitých plodů. Tyto přípravky nejčastěji 
obsahují pektinázy, celulázy a hemicelulázy v různém poměru. Použití enzymů ve velkém 
měřítku je však poměrně finančně náročné. [49, 50] 
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2 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
2.1 Příprava extraktů z bezových výlisků 
2.1.1 Použité pomůcky, přístroje, chemikálie a enzymy 
2.1.1.1 Pomůcky 
− běžné laboratorní sklo 
− platová stříkačka 
− injekční filtry 
− mikropipeta 
− mikrozkumavky 
− ruční vinařský lis s plachetkou 
− parafilm 
2.1.1.2 Přístroje 
− analytické váhy Pioneer (Ohaus, USA) 
− lednička s mrazničkou (Liebherr, Německo) 
− vodní lázeň (GFL mbH, Německo) 
− čistička ultrazvuková (Kraintek s r.o., Slovensko) 
− třepačka Unimax + inkubátor (Heidolph Instruments, Německo) 
− box očkovací Aura Mini (EuroClone, Itálie) 
2.1.1.3 Chemikálie 
− ethanol (Sigma-Aldrich, Švýcarsko) 
2.1.1.4 Enzymy 
− Novozymes Biomass Kit NS50013 (celulázový komplex) 
2.1.2 Původ rostlinného materiálu a jeho úprava 
Ke studiu extrakce biologicky aktivních látek byly použity plody bezu černého odrůdy 
Haschberg. Plody pocházely z Výzkumného a šlechtitelského ústavu v Holovousech a byly 
sklizeny v létě roku 2013. Z plodů bylo vybráno určité množství jako vzorky, které byly 
zbavené stopek a převezeny na Fakultu chemickou VUT v Brně, kde byly v igelitových 
sáčcích zamraženy a uchovávány při teplotě -18 °C. 
 Pro vylisování šťávy z plodů bezu byl použit ruční vinařský lis s plachetkou. Plody byly po 
vyndání z mrazáku volně rozmraženy a zbaveny kousků ledu. Poté byl sestaven vinařský lis 
a z plodů byla vylisována šťáva. Šťáva byla v PET lahvích zamražena. Získané výlisky byly 
rozprostřeny ve slabé vrstvě na alobal a vloženy do sušárny, kde byly sušeny při teplotě 45 °C 
po dobu 84 hodin. Vysušené výlisky byly uchovávány zabalené v alobalu.  
2.1.3 Extrakce 
Během experimentální části práce byla provedena série extrakcí s cílem extrakci 
optimalizovat a zjistit nejvhodnější kombinaci extrakčních podmínek. Jako parametr kvality 
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extraktu bylo zvoleno množství obsažených anthokyanových barviv. Pro všechny provedené 
extrakce byl zvolen stejný postup přípravy. Byla však použita různá rozpouštědla, jejich 
odlišné koncentrace a různé podmínky v průběhu samotné extrakce. 
 Postup přípravy směsi byl následující. Na analytických vahách bylo do Erlenmeyerovy 
baňky naváženo přesně 25,0 g bezových výlisků a ty byly zality přesným množstvím 
rozpouštědla. Hrdlo baňky bylo přetaženo parafilmem nebo alobalem a baňka byla ponechána 
v konkrétních podmínkách. V průběhu extrakce byly odebírány vzorky v daném časovém 
intervalu, nejčastěji po jedné hodině. Odběr vzorku byl proveden za použití plastové stříkačky 
s nasazeným injekčním filtrem a byl odebrán vždy 1 ml extraktu. Tento vzorek byl převeden 
do plastové mikrozkumavky a zamražen. Do Erlenmeyerovy baňky byl následně doplněn 1 ml 
rozpouštědla, aby jeho objem zůstával stále stejný. 
 Celkem bylo provedeno 10 různých extrakcí a podmínky byly voleny na základě 
úspěšnosti předchozího pokusu. Pokud byl pokus úspěšný, byly provedeny další jeho 
varianty. Případně byl pokus opakován stejným způsobem, ale odběry byly provedeny 
v jiném časovém rozmezí. Logická posloupnost po sobě jdoucích extrakcí je znázorněna na 
obrázku (Obr. 7). 
 
 
Obrázek 7: Diagram znázorňující posloupnost provedených extrakcí. 
2.2 Stanovení celkových anthokyanových barviv pH-diferenciální metodou 
2.2.1 Použité chemikálie, pomůcky a přístroje 
2.2.1.1 Pomůcky 
− běžné laboratorní sklo 
− automatická pipeta Sartorius Proline 100–1000 μl (Biohit, Finsko) 
− automatická pipeta Finnpipette 0,5–5 ml (Thermo Scientific, USA) 
− skleněná kyveta 
− stojan na zkumavky 
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2.2.1.2 Přístroje 
− analytické váhy Pioneer (Ohaus, USA) 
− lednička s mrazničkou (Liebherr, Německo) 
− magnetická míchačka Color Squid (IKA-Werke, Německo) 
− pH metr inoLab pH 720 (WTW, Německo) 
− UV/VIS spektrofotometr Helios γ (ThermoSpectronic, Velká Británie) 
− laboratorní míchačka vortex Yellow Line TTS 2 (IKA-Works, USA) 
2.2.1.3 Chemikálie 
− chlorid draselný p.a. (Lachema, Česká Republika) 
− koncentrovaná kyselina chlorovodíková (ONEX, Česká Republika) 
− sodná sůl kyseliny octové p.a. (Lachema, Česká Republika) 
2.2.2 Příprava roztoků 
2.2.2.1 pufr chloridu draselného o pH 1,0 a koncentraci 0,025 mol∙l-1  
Na analytických vahách bylo naváženo 1,86 g KCl a navážka byla kvantitativně převedena 
destilovanou vodou do kádinky na 1000 ml. Do kádinky bylo přidáno 980 ml vody. Kádinka 
byla umístěna na magnetickou míchačku a do roztoku byl ponořen pH metr. Do roztoku byla 
postupně přidávána koncentrovaná kyselina chlorovodíková až do hodnoty pH 1,0. Pufr byl 
následně převeden do odměrné baňky na 1000 ml a doplněn destilovanou vodou po značku. 
2.2.2.2 pufr octanu sodného o pH 4,5 a koncentraci 0,4 mol∙l-1  
Na analytických vahách bylo naváženo 54,43 g CH3COONa a navážka byla kvantitativně 
převedena destilovanou vodou do kádinky na 1000 ml. Do kádinky bylo přidáno 980 ml vody. 
Kádinka byla umístěna na magnetickou míchačku a do roztoku byl ponořen pH metr. Do 
roztoku byla postupně přidávána koncentrovaná kyselina chlorovodíková až do hodnoty pH 
4,5. Pufr byl následně převeden do odměrné baňky na 1000 ml a doplněn destilovanou vodou 
po značku. 
2.2.3 Příprava vzorků a samotné měření 
Vzorky bezového extraktu byly rozmraženy a promíchány pomocí vortexu. Následně byly ve 
zkumavkách naředěny destilovanou vodou podle intenzity zabarvení v poměru 1:9; 1:19 nebo 
1:39. 
 Do tří zkumavek bylo napipetováno 2,5 ml pufru chloridu draselného (0,025 mol∙l-1) 
a 0,5 ml naředěného vzorku. Do dalších tří zkumavek bylo napipetováno 2,5 ml pufru octanu 
sodného ( 0,4 mol∙l-1) a 0,5 ml naředěného vzorku. Zkumavky byly promíchány na vortexu. 
Každý z připravených roztoků byl následně proměřen na spektrofotometru při vlnových 
délkách 510 nm a 700 nm. Jako slepý vzorek byla použita destilovaná voda. 
2.2.4 Výpočet 
Celková koncentrace anthokyanů, vyjádřená jako ekvivalent kyanidu-3-glukosidu (CGE) byla 
vypočtena z následujícího vzorce (Rov. 3): 
26 
 
 
1
3
lmg10 −⋅
⋅
⋅⋅⋅
=
lε
FMA
cMP  (3) 
kde: 
5,47005100,1700510 )()( pHpH AAAAA −−−=  
MPc ... výsledná koncentrace monomerního pigmentu ve vzorku mg∙l-1 
A ... výsledná hodnota absorbance 
M ... molekulová hmotnost pro kyanidin-3-glukosid (449,2 g∙mol-1) 
F ... faktor ředění (–) 
ε ... molární absorpční koeficient pro kyanidin-3-glukosid (26 900 l∙mol-1∙cm-1) 
l ... délka dráhy průchodu světla vzorkem = délka kyvety (cm) 
 
 Celková koncentrace anthokyanů byla následně přepočtena na obsah anthokyanů ve vzorku 
v mg na 100 g sušených výlisků. 
2.3 Stanovení celkových fenolických látek metodou podle Folin-Ciocalteua 
2.3.1 Použité chemikálie, pomůcky a přístroje 
2.3.1.1 Pomůcky 
− běžné laboratorní sklo 
− automatická pipeta Sartorius Proline 100–1000 μl (Biohit, Finsko) 
− automatická pipeta Finnpipette 0,5–5 ml (Thermo Scientific, USA) 
− skleněná kyveta 
− stojan na zkumavky 
2.3.1.2 Přístroje 
− analytické váhy Pioneer (Ohaus, USA) 
− lednička s mrazničkou (Liebherr, Německo) 
− magnetická míchačka Color Squid (IKA-Werke, Německo) 
− pH metr inoLab pH 720 (WTW, Německo) 
− UV/VIS spektrofotometr Helios γ (ThermoSpectronic, Velká Británie) 
− laboratorní míchačka vortex Yellow Line TTS 2 (IKA-Works, USA) 
2.3.1.3 Chemikálie 
− bezvodý uhličitan sodný (Lachema a.s., Česká Republika) 
− Folin-Ciocalteuovo činidlo (Sigma-Aldrich, Švýcarsko) 
− kyselina gallová (Penta, Česká Republika) 
2.3.2 Příprava roztoků 
2.3.2.1 standardní roztok kyseliny gallové o koncentraci 1 g∙l-1  
Na analytických vahách bylo naváženo 0,1 g kyseliny gallové. Navážka byla rozpuštěna 
v 90 ml destilované vody a kvantitativně převedena do odměrné baňky na 100 ml. Roztok byl 
doplněn destilovanou vodou po rysku. 
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2.3.2.2 7,5% roztok uhličitanu sodného 
Na analytických vahách bylo naváženo 7,5 g uhličitanu sodného. Navážka byla rozpuštěna 
v 90 ml destilované vody a kvantitativně převedena do odměrné baňky na 100 ml. Roztok byl 
doplněn destilovanou vodou po rysku. 
2.3.2.3 kalibrační řada 
Byla nachystána řada šesti kalibračních roztoků o koncentraci 12,5; 25, 100, 200 a 400 mg∙l-1. 
Do šesti 10ml odměrných baněk bylo postupně napipetováno 0,125; 0,25; 1,0; 2,0; a 4,0 ml 
standardního roztoku kyseliny gallové a doplněno destilovanou vodou po značku. 
 Pro vlastní měření bylo do zkumavek napipetováno vždy 0,1 ml zředěného Folin-
Ciocalteuova činidla (činidlo ku vodě v poměru 1:9), dále 1,8 ml destilované vody a 0,1 ml 
nachystaného kalibračního standardu. Roztoky byly promíchány na vortexu a ponechány stát 
5 minut. Následně byl do každé zkumavky přidán 1,0 ml 7,5% roztoku uhličitanu sodného 
a obsah byl opět promíchán na vortexu. Roztoky byly ponechány stát 2 hodiny a poté byly 
proměřeny na spektrofotometru při vlnové délce 750 nm. Slepý vzorek byl připraven stejně, 
jako kalibrační řada, avšak místo kalibračního standardu byl přidán stejný objem destilované 
vody. 
2.3.3 Příprava vzorků a vlastní měření 
Vzorky bezového extraktu byly rozmraženy a promíchány na vortexu. Následně byly ve 
zkumavkách naředěny destilovanou vodou v poměru 1:24. 
 Pro měření každého vzorku bylo do tří zkumavek napipetováno vždy 0,1 ml zředěného 
Folin-Ciocalteuova činidla (činidlo ku vodě v poměru 1:9), 1,8 ml destilované vody a 0,1 ml 
zředěného vzorku. Roztoky byly promíchány na vortexu a ponechány stát 5 minut. Následně 
byl do každé zkumavky přidán 1,0 ml 7,5% roztoku uhličitanu sodného a obsah byl opět 
promíchán na vortexu. Roztoky byly ponechány stát 2 hodiny a poté byly proměřeny na 
spektrofotometru při vlnové délce 750 nm. Slepý vzorek byl připraven stejně, jako roztok 
vzorku, avšak místo přidaného vzorku byl přidán stejný objem destilované vody. 
2.3.4 Výpočet 
Z rovnice regrese kalibrační křivky (Rov. 4) byl vypočítán celkový obsah fenolických látek ve 
vzorcích jako ekvivalent kyseliny gallové (GAE) v mg∙l-1:  
 008551,0003561,0 +⋅= cA  (4) 
Výsledná koncentrace fenolických látek byla vyjádřena jako ekvivalent kyseliny gallové v mg 
fenolických látek na 100 g sušených výlisků. 
2.4 Statistické zpracování naměřených dat 
Při statistickém zpracování naměřených dat byl počítán průměr, směrodatná odchylka 
a interval spolehlivosti pro všechna měření. Zpracování bylo provedeno pomocí počítačového 
programu Microsoft Excel. 
 Každé měření vzorku bylo provedeno třikrát. Z těchto tří měření byl pro další výpočet 
vypočten průměr, použitím funkce PRŮMĚR. Odlehlé hodnoty výsledků byly případně 
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vyloučeny. Dále byla v programu Microsoft Excel z výsledků měření vypočtena směrodatná 
odchylka použitím funkce SMODCH. Následně byla použitím funkce CONFIDENCE 
odchylka rozšířena pro interval spolehlivosti 95 %. Tato hodnota nejistoty měření pak byla 
spolu s průměrnou hodnotou uvedena ve výsledcích. 
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3 VÝSLEDKY A DISKUSE 
3.1 Optimalizace extrakce a stanovení obsahu anthokyanových barviv 
Celkem bylo provedeno 10 extrakcí výlisků bezu černého odrůdy Haschberg. Na začátku  
byly pro experiment zvoleny tři druhy rozpouštědel – voda o teplotě 25 °C (laboratorní 
teplota), voda o teplotě 50 °C a směs vody a ethanolu (V/E) v poměru 50:50.  
 Jako parametr úspěšnosti extrakce byl zvolen celkový obsah anthokyanových barviv 
v závislosti na čase extrakce. Tento obsah byl stanoven pomocí pH-diferenciální metody 
a výsledná data byla vynesena do grafů. Další extrakce byly provedeny za účelem 
optimalizovat poměr, popřípadě množství jednotlivých složek rozpouštědla. Dále byly 
provedeny experimenty s použitím ultrazvuku a celulolytického enzymu. 
 Obsah celkových anthokyanových barviv je ve všech tabulkách i grafech uveden ve 
stejných jednotkách, jako ekvivalent monomerního pigmentu kyanidin-3-glukosidu 
v mg∙100 g-1 suché váhy (mg CGE∙100 g-1 DW). 
3.1.1 Výběr rozpouštědla 
Jako výchozí způsoby extrakce byly zvoleny tyto tři způsoby. Vždy 25 g výlisků bylo zalito 
100 ml rozpouštědla. Jako rozpouštědla byla zvolena voda o laboratorní teplotě 25 °C, voda 
o teplotě 50 °C a směs voda-ethanol v poměru 50:50 o laboratorní teplotě. Zvýšená teplota 
50 °C byla při extrakci udržována po celou dobu pomocí vodní lázně. 
 Výsledky měření obsahu anthokyanových barviv v extraktu v závislosti na době extrakce 
jsou uvedeny v Tab. 1 a časové průběhy extrakcí jsou znázorněny v Grafu 1. Hodnoty jsou 
uvedeny s hodnotou intervalu spolehlivosti na hladině statistické významnosti 0,05. 
Tabulka 1: Obsah celkových anthokyanových barviv v extraktech v mg CGE∙100 g-1 DW 
doba extrakce (h) 
mg CGE∙100 g-1 DW 
voda 25 °C voda 50 °C V/E 100 ml (50:50) 
0,05 71,3 ± 0,2 135,9 ± 3,2 172,3 ± 1,7 
0,50 131,3 ± 2,6 294,4 ± 9,8 273,7 ± 6,1 
1,00 175,5 ± 2,0 395,0 ± 0,6 337,6 ± 0,1 
1,50 190,6 ± 2,1 461,3 ± 3,5 325,7 ± 12,3 
2,50 243,7 ± 6,3 531,0 ± 0,9 509,9 ± 6,1 
3,50 242,6 ± 1,5 593,8 ± 2,2 582,7 ± 13,3 
4,50 269,9 ± 1,0 670,1 ± 5,5 657,5 ± 1,1 
16,50 325,8 ± 2,2 744,4 ± 7,9 1356,5 ± 7,7 
18,50 323,6 ± 3,7 734,5 ± 3,3 1351,4 ± 12,1 
20,50 265,0 ± 1,4 734,2 ± 2,5 1348,7 ± 5,4 
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Graf 1: Porovnání časové závislosti extrakce anthokyanů třemi způsoby 
 Z grafického znázornění časových průběhů extrakcí je patrné, že maximálních koncentrací 
bylo dosaženo v čase 16,5 hodiny a pravděpodobně již dříve, kdy nebyly odběry provedeny. 
Vzorky odebrané v pozdějším čase již neobsahovaly vyšší koncentraci barviv. Proto byl čas 
16,5 hodiny zvolen jako čas pro porovnání výtěžků jednotlivých extrakcí. 
 Pro přehlednost byly do sloupcového diagramu (Graf 2) vyneseny hodnoty koncentrace 
anthokyanů v čase 16,5 hodiny pro tři provedené extrakce. 
 
Graf 2: Porovnání obsahu celkových anthokyanů v jednotlivých extraktech v čase 16,5 hodin 
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 Extrakcí vodou o laboratorní teplotě byl v čase 16,5 hodiny získán nejnižší výtěžek 
325,8 ± 2,2 mg CGE∙100 g-1 DW, při extrakci za zvýšené teploty 50 °C byl již výsledek více 
než dvojnásobný 744,4 ± 7,9 mg CGE∙100 g-1 DW a při extrakci směsí ethanolu s vodou byl 
získán čtyřnásobný výtěžek 1356,5 ± 7,7 mg CGE∙100 g-1 DW. 
 Způsob extrakce směsí ethanolu a vody za laboratorní teploty lze tedy považovat za 
nejúčinnější z provedených extrakcí. 
3.1.2 Optimalizace množství a poměru složek rozpouštědla 
V dalším kroku byla již k extrakci použita nejúčinnější směs voda-ethanol a cílem bylo zjistit 
optimální poměr složek směsi, její množství a časové optimum extrakce. Jelikož při první 
extrakci bylo zjištěno maximum v čase 16,5 hodiny s tím, že předcházející odběry nebyly 
provedeny, bylo potřeba upřesnit, kdy nastane maximum.  
 Byla opakována extrakce v původním poměru 50:50 a množství 100 ml. Dále byla 
provedena extrakce se stejným poměrem složek 50:50 ale v množství 80 ml, kdy úspora 
ethanolu je 20 %. Jako třetí varianta byla provedena extrakce směsí voda-ethanol v poměru 
70:30 v množství 100 ml, kdy úspora ethanolu činí 40 %. Všechny extrakce byly provedeny 
při laboratorní teplotě. Odběry vzorků byly provedeny v časech od 10 hodin výše. 
 Výsledky měření obsahu anthokyanových barviv v extraktu v závislosti na době extrakce 
jsou uvedeny v Tab. 2 a časové průběhy extrakcí jsou znázorněny v Grafu 3. Hodnoty jsou 
uvedeny s hodnotou intervalu spolehlivosti na hladině statistické významnosti 0,05. 
Tabulka 2: Obsah celkových anthokyanových barviv v extraktech v mg CGE∙100 g-1 DW 
doba extrakce (h) 
mg CGE∙100 g-1 DW 
V/E 100 ml (50:50) V/E 80 ml (50:50) V/E 100 ml (70:30) 
10,0 774,3 ± 2,6 931,9 ± 9,2 655,1 ± 5,3  
11,0 806,4 ± 3,1 976,8 ± 3,6 653,0 ± 4,5 
12,0 778,3 ± 10,7 959,7 ± 0,2 636,4 ± 3,0 
13,0 764,9 ± 3,7 912,3 ± 6,1 625,2 ± 0,5 
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Graf 3: Porovnání časové závislosti extrakce anthokyanů třemi způsoby. 
 Z grafického znázornění časových průběhů extrakcí je patrné, že maximálních koncentrací 
bylo dosaženo již v čase 10,0 hodiny. Vzorky odebrané v pozdějším čase již jen mírně 
kolísaly kolem maximální hodnoty. Proto byl čas 10,0 hodiny zvolen jako čas pro porovnání 
výtěžků jednotlivých extrakcí. 
 Pro přehlednost byly do sloupcového diagramu (Graf 4) vyneseny hodnoty koncentrace 
anthokyanů v čase 10,0 hodiny pro tři provedené extrakce. 
 
Graf 4: Porovnání obsahu celkových anthokyanů v jednotlivých extraktech v čase 10,0 hodin. 
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 Cílem práce bylo optimalizovat složky rozpouštědla nejen po stránce výtěžnosti ale také po 
stránce ekonomické. Jelikož dražší složkou je v tomto případě ethanol, byly provedeny 
propočty za účelem jeho nižší spotřeby. Pokud je na stejné množství výlisků použito místo 
100 ml směsi pouze 80 ml směsi, dojde tak k úspoře 20 % objemu ethanolu. Při změně 
poměru složek voda-ethanol z 50:50 na 70:30 a zachování množství 100 ml dojde k úspoře 
40 % objemu ethanolu. 
 Při extrakci směsí voda-ethanol (50:50) v množství 100 ml byl v čase 10,0 hodiny získán 
výtěžek 774,3 ± 2,6 mg CGE∙100 g-1 DW, při extrakci směsí voda-ethanol (50:50) v množství 
80 ml byl získán výtěžek 931,9 ± 9,2 mg CGE∙100 g-1 DW a při extrakci směsí voda-ethanol 
(70:30) v množství 100 ml byl získán výtěžek 655,1 ± 5,3 mg CGE∙100 g-1 DW. 
 Pokud je jako základ zvolen výtěžek směsi voda-ethanol (50:50) v množství 100 ml, tak 
při variantě směsi (50:50) v množství 80 ml byl získán o 20 % vyšší výtěžek s úsporou 
ethanolu 20 %. Při variantě směsi (70:30) v množství 100 ml byl získán naopak o 15 % nižší 
výtěžek s úsporou ethanolu 40 %. Pro přehledné porovnání byly v Tab. 3 hodnoty výtěžků 
přepočteny na 100 ml čistého ethanolu.  
Tabulka 3: Výtěžky barviv v závislosti na množství ethanolu použitého v experimentu a přepočet na 
100 ml ethanolu 
způsob extrakce 
mg CGE∙100 g-1 DW 
výtěžek na použité množství 
ethanolu výtěžek na 100 ml ethanolu 
voda-ethanol 100 ml (50:50) 774,3 ± 2,6 1548,6 
voda-ethanol 80 ml (50:50) 931,9 ± 9,2 2329,8 
voda-ethanol 100 ml (70:30) 655,1 ± 5,3 2183,8 
 
 Při extrakci směsí voda-ethanol (70:30) v množství 100 ml byl tedy sice získán nejnižší 
výtěžek, ale při přepočtu na 100 ml ethanolu bychom tímto způsobem získali ve výsledku více 
barviv než při extrakci základní směsí voda-ethanol (50:50) v množství 100 ml. Nejvyšší 
výtěžek na 100 ml ethanolu je však získán použitím extrakční směsi voda-ethanol 80 ml 
(50:50) a proto lze tuto variantu považovat za nejefektivnější ze tří provedených.  
3.1.3 Výzkum vlivu míchání a působení enzymu na průběh extrakce 
V posledním kroku byla provedena kompletní časová závislost extrakce pomocí nejúčinnější 
varianty rozpouštědla, tedy voda-ethanol v poměru 50:50 v množství 80 ml. Stejná extrakce 
byla souběžně provedena za použití třepačky při 150 otáčkách za minutu. Třepačka byla 
použita jako simulace míchání směsi výlisků a rozpouštědla. 
 Doposud byly všechny extrakce provedeny pouze za použití rozpouštědla. Literatura však 
uvádí, že lepších výsledků může být dosaženo při dezintegraci buněčných stěn rostlinného 
pletiva. Z možných způsobů dezintegrace byla zvolena aplikace celulolytického enzymu. Před 
aplikací enzymu bylo třeba zajistit optimální podmínky pro jeho činnost, tedy pH a teplotu. 
Podmínky pro efektivní činnost enzymu jsou pH prostředí 3–5 a teplota 40–50 °C. [49, 51] 
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Hodnota pH u směsi výlisků a vody byla změřena pH-metrem na vyhovující hodnotu 3,6 
a extrakt byl na třepačce temperován na 45 °C při 150 otáčkách za minutu. 
 Množství enzymu bylo vypočteno podle informačního letáku k enzymu na hodnotu 
1250 μl kapalného enzymu na 25 g substrátu. [51] 
 Výsledky měření obsahu anthokyanových barviv v extraktu v závislosti na době extrakce 
jsou uvedeny v Tab. 4 a časové průběhy extrakcí jsou znázorněny v Grafu 5. Hodnoty jsou 
uvedeny s hodnotou intervalu spolehlivosti na hladině statistické významnosti 0,05. 
Tabulka 4: Obsah celkových anthokyanových barviv v extraktech v mg CGE∙100 g-1 DW 
doba extrakce (h) 
mg CGE∙100 g-1 DW 
V/E 80 ml (50:50) V/E 80 ml (50:50) + třepačka 
voda 45 °C + enzym + 
třepačka 
1,0 413,4 ± 1,8 381,7 ± 1,3 328,1 ± 9,0 
2,0 516,2 ± 13,3 457,0 ± 1,9 431,2 ± 0,6 
4,0 521,1 ± 5,2 631,8 ± 7,8 503,9 ± 7,3 
5,0 573,7 ± 4,2 728,0 ± 8,8 527,7 ± 4,4 
6,0 633,1 ± 2,2 780,2 ± 9,0 511,9 ± 2,9 
7,0 959,3 ± 4,3 846,0 ± 8,1 546,7 ± 2,9 
8,0 903,3 ± 12,2 865,7 ± 11,2 580,9 ± 3,4 
9,0 830,6 ± 4,8 870,4 ± 8,7 563,2 ± 2,3 
10,0 1119,6 ± 3,6 914,4 ± 3,8 553,6 ± 3,6 
 
 
Graf 5: Porovnání časové závislosti extrakce anthokyanů třemi způsoby. 
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 Na základě předchozí části experimentu byla vybrána nejvhodnější extrakční směs voda-
ethanol (50:50) v množství 80 ml. Nyní byla provedena kompletní časová závislost této 
extrakce s odběry v časech 1–10 hodin. U extrakcí s použitím třepačky a enzymu byly 
provedeny odběry také v časech 1–10 hodin. Pro porovnání výtěžků třech závěrečných 
extrakcí byl zvolen čas 10,0 hodin, kdy je výtěžek barviv u extrakcí směsi voda-ethanol 
nejvyšší. 
 Pro přehlednost byly do sloupcového diagramu (Graf 6) vyneseny hodnoty koncentrace 
anthokyanů v čase 10,0 hodiny pro tři provedené extrakce. 
 
 
Graf 6: Porovnání obsahu celkových anthokyanů v jednotlivých extraktech v čase 10,0 hodin.  
3.1.3.1 Diskuse – extrakce směsí voda-ethanol 
 V případě extrakce směsí voda-ethanol bez použití třepačky byl v čase 10,0 hodiny obsah 
anthokyanových barviv stanoven na 1119,6 ± 3,6 mg CGE∙100 g-1 DW. Tato hodnota je vyšší, 
než hodnota získaná ve stejném čase při extrakci stejnou směsí a za použití třepačky, kdy bylo 
získáno 914,4 ± 3,8 mg CGE∙100 g-1 DW. 
 Nenaplnilo se tak očekávání, že s použitím třepačky bude výtěžek vyšší nebo alespoň 
stejný jako bez jejího použití. Vysvětlením může být, že hodnoty naměřené pro vzorky 
extrakce bez třepačky nestoupají kontinuálně, ale velmi kolísají kolem logaritmické regresní 
přímky, kterou byly proloženy. Jelikož hodnota pro 10,0 hodiny je vysoko nad očekávaným 
průběhem hodnot, je velmi pravděpodobné, že je nepřesná. Tyto nepřesnosti vznikly tím, že 
před odebráním vzorku nebyl obsah nádoby promíchán. Proto byl odběr proveden někdy 
v místě vyšší a někdy v místě nižší koncentrace barviva. Pro potvrzení této myšlenky byla 
vytvořena regresní rovnice (Rov. 5) pro hodnoty extrakce bez použití třepačky a byla z ní 
vypočtena hodnota pro čas 10,0 hodiny. 
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 442,311)ln(843,261 +⋅= xy  (5) 
 Vypočtená hodnota koncentrace je 914,4 mg CGE∙100 g-1 DW. Tato hodnota je naprosto 
shodná s hodnotou získanou extrakcí s použitím třepačky. Lze tedy říct, že použití třepačky 
nevedlo k vyšším výtěžkům, ale díky dokonalému promísení obsahu baňky byla získána 
kontinuálně rostoucí časová závislost.  
 Literatura uvádí, že obsah anthokyanových barviv v plodech černého bezu by se měl 
pohybovat v rozmezí 1050–1634 mg CGE∙100 g-1 suchých plodů. [52, 53] Konkrétně 
u odrůdy Haschberg byl při studii jež provedl Krüger a kolektiv v roce 2015 zjištěn obsah 
1405 mg CGE∙100 g-1 suchých plodů. [54] 
 Z výzkumu provedeném na katedře farmakognosie v Hradci Králové vyplývá, že nejvíce 
anthokyanových barviv je obsaženo ve slupkách bezových plodů. Ve studii byly analyzovány 
čtyři vyšlechtěné odrůdy a jeden vzorek planého bezu druhu Sambucus nigra L. U všech 
vzorků byl proměřen obsah barviv ve slupce a v dužině. Slupka obsahovala 56–90 % 
celkových barviv v plodu v závislosti na odrůdě. Odrůda Haschberg nebyla ve studii 
analyzována. [55] 
 Pokud vezmeme tuto informaci v úvahu, měli by výlisky odrůdy Haschberg obsahovat 
přibližně 787–1265 mg CGE∙100 g-1 suchých plodů (56–90 % ze 1405 mg). Námi 
vyextrahovaný výtěžek 914,4 mg CGE∙100 g-1 DW se nachází v tomto rozmezí a tudíž 
odpovídá hodnotám uvedeným v literatuře. Rozdíly mezi výtěžky různých studií mohou být 
vysvětleny také různými sezónami, ve kterých byl vzorek sklizen a různým způsobem 
extrakce. 
3.1.3.2 Diskuse – extrakce s aplikací enzymu 
 Při extrakci s aplikací celulolytického enzymu byl v čase 10,0 hodin získán výtěžek 
553,6 ± 3,6 mg CGE∙100 g-1 DW. Tato hodnota je výrazně nižší, než při použití směsi voda-
ethanol (50:50) v množství 80 ml. Koncentrace anthokyanů je v tomto čase dokonce nižší, než 
při extrakci vodou o teplotě 50 °C (Graf 1) v čase 4,5 hodiny, kdy bylo získáno 
670,1 ± 5,5 mg CGE∙100 g-1 DW.  
 Vysvětlením této malé výtěžnosti je fakt, že použitý enzym byl již neaktivní. Omezení či 
naprosté zamezení aktivity enzymu může být způsobeno kontaminací enzymu inhibitory. 
 Fakt, že jsou výtěžky barviva dokonce nižší než při extrakci pouze vodou o teplotě 50 °C 
je neočekávaný. Rozdíl mezi těmito hodnotami může být způsoben rozdílnými teplotami 
extrakce, které se lišily o 5 °C. Tento fakt vychází ze studie jež provedli Zhan a kol. Ze tří 
parametrů, jež byly sledovány při klasické extrakci – teplota, čas a koncentrace rozpouštědla 
(v případě směsi) – byla teplota zjištěna jako nejvlivnější na parametr. [56] 
 Vliv na rozdílné výtěžky může mít také konkrétní složení navážky výlisků, kdy se může 
lišit poměr slupek a drobných částí větviček, které vylisovaný materiál obsahoval. 
3.1.4 Výzkum vlivu ultrazvuku na průběh extrakce 
Dalším způsobem dezintegrace buněčných stěn rostlin použitým v experimentu byla aplikace 
ultrazvuku. Baňka s 25 g výlisků a 100 ml vody o teplotě 50 °C byla vložena do ultrazvuku, 
jež byl po celou dobu extrakce temperován na 50 °C. Parametry použitého ultrazvuku byly 
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výkon 150 W a frekvence 38 kHz. Odběry byly prováděny v krátkých časových intervalech 
v řádech minut. 
 Výsledky měření obsahu anthokyanových barviv v extraktu v závislosti na době extrakce 
jsou uvedeny v Tab. 5 a časový průběh extrakce je znázorněn v Grafu 7. Hodnoty jsou 
uvedeny s hodnotou intervalu spolehlivosti na hladině statistické významnosti 0,05. 
Tabulka 5: Obsah celkových anthokyanových barviv v extraktech v mg CGE∙100 g-1 DW 
doba extrakce 
(min) 
mg CGE∙100 g-1 DW 
voda 50 °C + ultrazvuk 
3,0 183,8 ± 0,9 
6,0 185,4 ± 6,2 
9,0 213,2 ± 1,4 
12,0 277,3 ± 0,9 
15,0 278,4 ± 4,8 
30,0 329,7 ± 1,3 
45,0 428,6 ± 7,3 
 
 
Graf 7: Závislost obsahu celkových anthokyanů v extraktu voda 50 °C + ultrazvuk  na čase extrakce. 
 Při extrakci vodou o teplotě 50 °C v množství 100 ml za použití ultrazvuku byl v čase 
45 minut obsah anthokyanových barviv stanoven na 428,6 ± 7,3 mg CGE∙100 g-1 DW. 
 Pro porovnání s extrakcí vodou o teplotě 50 °C bez použití ultrazvuku byl zvolen čas 
30 minut, v němž byly vzorky odebrány v obou případech. Bez použití ultrazvuku byl obsah 
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barviv stanoven na 294,4 ± 9,8 mg CGE∙100 g-1 DW, s použitím ultrazvuku na 
329,7 ± 1,3 mg CGE∙100 g-1 DW. Použitím ultrazvuku se tedy zvýšila efektivita o 12,0 %.  
 Z již provedených studií vyplývá, že použití ultrazvuku by mělo výtěžky zvýšit zhruba 
dvojnásobně. Při extrakci barviv z malin byl pomocí ultrazvuku získán o 91 % vyšší výtěžek 
než při klasické extrakci. Při extrakci z barviv borůvek byl takto získán o 148 % vyšší 
výtěžek. [42, 57] Při studii extrakce barviv z brambor byly však výtěžky s použitím 
ultrazvuku při optimálních podmínkách pouze o 5 % vyšší. [56] 
 Ačkoli byl tedy pomocí ultrazvuku získán vyšší výtěžek než klasickou extrakcí, hodnota 
zvýšení o 12,0 % je v porovnání s některými zdroji nízká. Na průběh UAE mají vliv 
parametry ultrazvuku jako použitá frekvence a výkon. Literatura udává, že pro účinnou 
dezintegraci buněčných stěn jsou vhodné nižší frekvence v rozsahu 18–40 kHz a výkon 
150 W. [58] Aplikovaných 38 kHz a 150 W je tedy v mezích účinnosti.  
3.2 Stanovení obsahu celkových fenolických látek 
Obsah celkových fenolických látek byl stanoven pouze u vzorků extrakce, která byla vybrána 
za nejzdařilejší, tedy u extrakce směsí voda-ethanol (50:50) v množství 80 ml za použití 
třepačky. 
 Ze standardu kyseliny gallové byla připravena kalibrační řada podle postupu v kapitole 
2.3.2.3 a z naměřených hodnot byla vynesena kalibrační křivka (Příloha 3). Kalibrační 
závislost je ve studovaném rozsahu lineární. Regresní koeficient je 0,999, což značí velmi 
dobrou linearitu. Z regresní rovnice kalibrační křivky byl vypočítán celkový obsah 
fenolických látek ve vzorcích. 
 Výsledky měření obsahu fenolických látek v extraktu v závislosti na době extrakce jsou 
uvedeny v Tab. 6 jako ekvivalent kyseliny gallové v mg∙100 g-1 suchých výlisků. Hodnoty 
jsou uvedeny s hodnotou intervalu spolehlivosti na hladině statistické významnosti 0,05. 
Tabulka 6: Obsah celkových fenolických látek v extraktech v mg GAE∙100 g-1 DW 
doba extrakce (h) 
mg GAE∙100 g-1 DW 
V/E 80 ml (50:50) + 
třepačka 
1,0 827,0 ± 3,1 
2,0 1038,2 ± 11,9 
3,0 1268,1 ± 11,4 
4,0 1378,1 ± 19,7 
5,0 1569,9 ± 1,3 
6,0 1660,5 ± 25,2 
7,0 1785,9 ± 5,2 
8,0 1896,4 ± 7,8 
9,0 1897,9 ± 12,6 
10,0 1957,0 ± 9,9 
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Časový průběh extrakce fenolických látek byl znázorněn v Grafu 8. 
 
Graf 8: Závislost obsahu celkových fenolických látek v extraktu V/E 80 ml (50:50) + třepačka  na čase 
extrakce. 
 Obsah celkových fenolických látek po 10,0 hodinách extrakce byl stanoven na hodnotu 
1957,0 ± 9,9 mg GAE∙100 g-1 DW.  
 Literatura udává u černého bezu obsah fenolických látek 1950 mg GAE∙100 g-1 čerstvé 
váhy celých plodů a až 6060 mg GAE∙100 g-1 suché váhy celých plodů. Druhá uvedená 
hodnota se však týká lyofilizovaných plodů. Lyofilizace je k barvivům šetrnější, než dlouhé 
sušení při zvýšené teplotě 45 °C, které bylo pro zisk suchých výlisků provedeno v našem 
experimentu. To může být také důvodem námi získaného nižšího výtěžku fenolických látek. 
 Dále ze studií vyplývá, že kromě odrůdy záleží také na sezóně, během které byly plody 
sklizeny. Tento fakt potvrzuje studie kterou provedli Vatai a kol. v roce 2007. Při porovnávání 
obsahu fenolických látek v hroznových výliscích byl v plodech ze sezóny 2006 stanoven 
obsah fenolických látek téměř třikrát vyšší než u stejné odrůdy sklizené v roce 2005. [52] Na 
základě tohoto zjištění lze říci, že srovnání výsledků různých studií je obtížné. 
3.3 Stanovení anthokyanových barviv a fenolických látek v bezové šťávě 
Obsah celkových anthokyanů a fenolických látek byl stanoven také ve šťávě, jež byla získána 
při lisování bezových bobulí. Vzorek šťávy byl analyzován stejným způsobem, jakým byly 
analyzovány extrakty a jak bylo popsáno v kapitolách 2.2.3 a 2.3.3.  
 Výsledky měření obsahu fenolických látek a anthokyanových barviv ve šťávě jsou 
uvedeny v Tab. 7 společně s hodnotami získanými při extrakci směsí voda-ethanol (50:50) 
v množství 80 ml. Obsah fenolických látek je uveden v mg GAE∙l-1 a obsah anthokyanů 
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v mg CGE∙l-1. Hodnoty jsou uvedeny s hodnotou intervalu spolehlivosti na hladině statistické 
významnosti 0,05. 
Tabulka 7: Obsah anthokyanů a fenolických látek ve šťávě a vybraném extraktu V/E (50:50) 80 ml 
anthokyany fenolické látky 
mg CGE∙l-1 mg GAE∙l-1 
šťáva extrakt šťáva extrakt 
1469,5 ± 5,5 2857,5 ± 11,7 4632,0 ± 4,1 6115,7 ± 31,1 
 
 Z výsledných hodnot je patrné, že výtěžky barviv i celkových fenolických látek získané 
extrakcí z bezových výlisků (2857,5 ± 11,7 mg CGE∙l-1 a 6115,7 ± 31,1 mg GAE∙l-1) byly 
vyšší, než obsah barviv a fenolických látek v bezové šťávě (1469,5 ± 5,5 mg CGE∙l-1 
a 4632,0 ± 4,1 mg GAE∙l-1). Literatura uvádí, že převažující část barviv i fenolických látek se 
skutečně nachází v bezové slupce, s čímž námi zjištěné výsledky korespondují. [55] 
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4 ZÁVĚR 
Cílem této bakalářské práce bylo optimalizovat extrakci biologicky aktivních látek 
z bezových výlisků. Pro analýzu byly použity plody bezu černého (Sambucus nigra L.) 
odrůdy Haschberg. 
 Výchozím předpokladem bylo, že způsob extrakce, tedy především výběr rozpouštědla, 
teplota a délka extrakce, mají zásadní vliv na získané množství výtěžku. V experimentu byla 
provedena série extrakcí, ve kterých byly tyto proměnné kombinovány a z nichž byl vybrán 
nejvhodnější způsob provedení. 
 Nejnižší výtěžky barviv byly získány při extrakci vodou o laboratorní teplotě 25 °C. 
Naopak nejvyšší výtěžky byly získány při extrakci směsí voda-ethanol.  
 Při extrakci směsí voda-ethanol (50:50) v množství 80 ml za použití třepačky byl v čase 
10,0 hodiny obsah anthokyanových barviv stanoven na 914,4 ± 3,8 mg CGE∙100 g-1 DW. 
Obsah fenolických látek v tomto vzorku byl stanoven na 1957,0 ± 9,9 mg GAE∙100 g-1 DW. 
Tento způsob a doba extrakce byly zhodnoceny jako nejvíce efektivní z provedených postupů, 
přesto je však nelze považovat za nejoptimálnější. V práci by se dalo pokračovat a způsob 
extrakce nadále upřesňovat s tím, že jako výchozí by mohly sloužit touto prací zjištěné 
nejvhodnější podmínky. 
 V práci byly také otestovány dva způsoby dezintegrace buněčných stěn extrahovaného 
materiálu, jež měly podpořit přestup barviv do extrakční směsi. 
 Extrakce za asistence ultrazvuku přinesla o 12 % vyšší výtěžek než bez jeho aplikace. Při 
extrakci vodou o teplotě 50 °C s použitím ultrazvuku byl v čase 30 minut získán výtěžek 
barviv 329,7 ± 1,3 mg CGE∙100 g-1 DW, bez jeho použití 294,4 ± 9,8 mg CGE∙100 g-1 DW. 
 Při extrakci s použitím celulolytického enzymu nebylo dosaženo vyšších výtěžků, než při 
extrakci bez jeho aplikace, jelikož použitý enzym byl neaktivní. 
 V závěru práce byla analyzována šťáva získaná při lisování bezových plodů. Výsledky 
obsahu biologicky aktivních látek byly vyjádřeny v mg∙l-1 šťávy. Obsah anthokyanových 
barviv ve šťávě byl stanoven na 1469,5 ± 5,5 mg CGE∙l-1 šťávy a obsah fenolických látek 
na 4632,0 ± 4,1 mg GAE∙l-1 šťávy. Při extrakci směsí voda-ethanol (50:50) v množství 80 ml 
za použití třepačky byly v čase 10,0 hodiny tyto hodnoty stanoveny na 
2857,5 ± 11,7 mg CGE∙l-1 šťávy a 6115,7 ± 31,1 mg GAE∙l-1 šťávy. Obsah anthokyanových 
barviv a fenolických látek v extraktech z výlisků je tedy vyšší, než v samotné bezové šťávě.  
 Získané výsledky dokazují, že bezové plody a především slupka těchto plodů, jsou dobrým 
zdrojem anthokyanových barviv. 
 Na základě této studie by mohla být provedena další práce, která by pokračovala 
ve zjišťování optimálních podmínek extrakce anthokyanových barviv z bezových výlisků. 
Mohla by být zopakována extrakce s aplikací celulolytického enzymu, jež byla nyní 
neúspěšná. Kromě toho by mohla být provedena extrakce směsí voda-ethanol za zvýšené 
teploty, a dále také za asistence ultrazvuku. Jelikož teplota je vlivným parametrem extrakce 
a ultrazvuk se ukázal být účinný, mohlo by tak dojít ke zkrácení času potřebného pro 
maximální výtěžek. 
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6 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
CGE  ekvivalent kyanidin-3-glukosidu 
C3G  kyanidin-3-glukosid  
C3S  kyanidin-3-sambubiosid  
C3S5G  kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid 
C3,5-DIG  kyanidin-3,5-diglukosid 
C3R  kyanidin-3-rutinosid 
DW  suché váhy 
FW  čerstvé váhy 
GAE  ekvivalent kyseliny gallové 
VIS  viditelné záření 
VUT  Vysoké učení technické 
UV  ultrafialové záření 
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8 PŘÍLOHY 
Příloha 1: Tabulky – stanovení anthokyanových barviv 
Tabulka 8: Průměrné hodnoty absorbance ze tří měření pro extrakci voda 25 °C 
voda 25 °C 
doba extrakce (h) ředění 
A510 A700 
pH 4,5 pH 1,0 pH 4,5 pH 1,0 
0,05 
10x 
0,020 0,197 0,001 0,001 
0,50 0,038 0,364 0,002 0,000 
1,00 0,056 0,493 0,002 0,001 
1,50 0,062 0,536 0,003 0,001 
2,50 0,080 0,687 0,002 0,001 
3,50 0,089 0,693 0,002 0,001 
4,50 0,096 0,768 0,003 0,001 
16,50 0,124 0,935 0,005 0,002 
18,50 0,114 0,919 0,005 0,003 
20,50 40x 0,020 0,186 0,000 0,000 
Tabulka 9: Průměrné hodnoty absorbance ze tří měření pro extrakci voda 50 °C 
voda 50 °C 
doba extrakce (h) ředění 
A510 A700 
pH 4,5 pH 1,0 pH 4,5 pH 1,0 
0,05 
10x 
0,033 0,372 0,001 0,001 
0,50 0,078 0,812 0,002 0,002 
1,00 0,108 1,093 0,003 0,002 
1,50 
20x 
0,121 0,698 0,005 0,006 
2,50 0,128 0,790 0,006 0,006 
3,50 0,141 0,883 0,006 0,006 
4,50 0,155 0,990 0,006 0,006 
16,50 
40x 
0,103 0,557 0,013 0,003 
18,50 0,105 0,553 0,013 0,002 
20,50 0,109 0,557 0,013 0,003 
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Tabulka 10: Průměrné hodnoty absorbance ze tří měření pro extrakci V/E (50:50) 100 ml 
V/E (50:50) 100 ml 
doba extrakce (h) ředění 
A510 A700 
pH 4,5 pH 1,0 pH 4,5 pH 1,0 
0,05 
10x 
0,043 0,469 0,003 0,000 
0,50 0,068 0,747 0,003 0,000 
1,00 0,087 0,926 0,004 0,000 
1,50 
20x 
0,041 0,448 0,003 0,004 
2,50 0,068 0,706 0,005 0,007 
3,50 0,079 0,807 0,006 0,007 
4,50 0,088 0,909 0,007 0,008 
16,50 
40x 
0,106 0,950 0,006 0,003 
18,50 0,108 0,952 0,005 0,006 
20,50 0,109 0,952 0,005 0,006 
Tabulka 11: Průměrné hodnoty absorbance ze tří měření pro extrakci V/E (50:50) 80 ml 
V/E (50:50) 80 ml 
doba extrakce (h) ředění 
A510 A700 
pH 4,5 pH 1,0 pH 4,5 pH 1,0 
1,0 
40x 
0,081 0,406 0,022 0,024 
2,0 0,090 0,496 0,022 0,025 
3,5 0,123 0,733 0,023 0,025 
4,0 0,095 0,503 0,023 0,025 
5,0 0,100 0,549 0,023 0,025 
6,0 0,067 0,586 0,003 0,028 
7,0 0,100 0,842 0,013 0,007 
8,0 0,096 0,790 0,014 0,003 
9,0 0,090 0,728 0,013 0,004 
10,0 0,127 0,988 0,015 0,003 
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Tabulka 12: Průměrné hodnoty absorbance ze tří měření pro extrakci V/E (50:50) 80 ml + třepačka 
V/E (50:50) 80 ml + třepačka 
doba extrakce (h) ředění 
A510 A700 
pH 4,5 pH 1,0 pH 4,5 pH 1,0 
1,0 
40x 
0,050 0,349 0,000 0,002 
2,0 0,057 0,416 0,000 0,003 
3,0 0,073 0,545 0,002 0,003 
4,0 0,077 0,569 0,003 0,001 
5,0 0,087 0,656 0,003 0,004 
6,0 0,092 0,700 0,003 0,003 
7,0 0,101 0,762 0,003 0,004 
8,0 0,100 0,778 0,003 0,005 
9,0 0,104 0,785 0,003 0,005 
10,0 0,110 0,829 0,003 0,009 
Tabulka 13: Průměrné hodnoty absorbance ze tří měření pro extrakci voda 50 °C + enzym + třepačka 
voda 50 °C + enzym + třepačka 
doba extrakce (h) ředění 
A510 A700 
pH 4,5 pH 1,0 pH 4,5 pH 1,0 
1,0 
40x 
0,039 0,242 0,002 0,001 
2,0 0,052 0,319 0,003 0,001 
3,0 0,057 0,347 0,003 0,001 
4,0 0,063 0,375 0,003 0,001 
5,0 0,068 0,395 0,003 0,001 
6,0 0,064 0,382 0,003 0,001 
7,0 0,070 0,409 0,004 0,002 
8,0 0,077 0,437 0,004 0,002 
9,0 0,075 0,424 0,004 0,002 
10,0 0,074 0,418 0,004 0,002 
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Tabulka 14: Průměrné hodnoty absorbance ze tří měření pro extrakci voda 50 °C + ultrazvuk 
voda 50 °C + ultrazvuk 
doba extrakce (min) ředění 
A510 A700 
pH 4,5 pH 1,0 pH 4,5 pH 1,0 
3,0 
40x 
0,041 0,158 0,020 0,022 
6,0 0,042 0,160 0,021 0,023 
9,0 0,046 0,180 0,022 0,023 
12,0 0,033 0,186 0,022 0,001 
15,0 0,036 0,191 0,020 0,001 
30,0 0,064 0,271 0,025 0,026 
45,0 0,070 0,338 0,026 0,026 
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Příloha 2: Tabulky – stanovení fenolických látek 
Tabulka 15: Průměrné hodnoty absorbance ze tří měření pro extrakci V/E (50:50) 80 ml + třepačka 
a pro bezovou šťávu 
V/E (50:50) 80 ml + třepačka 
doba extrakce (h) ředění A750 
1,0 
25x 
0,377 
2,0 0,471 
3,0 0,573 
4,0 0,622 
5,0 0,707 
6,0 0,748 
7,0 0,804 
8,0 0,853 
9,0 0,853 
10,0 0,880 
Tabulka 16: Průměrná hodnota absorbance ze tří měření pro bezovou šťávu 
bezová šťáva 
ředění A750 
25x 0,668 
 
  
55 
 
Příloha 3: Kalibrační křivka kyseliny gallové 
 
Graf 9: Kalibrační křivka kyseliny gallové. 
y = 0,003561x + 0,008551
R² = 0,999893
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